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Background: Recently, the mitochondrial proapoptotic protein, apoptosis-inducing factor (AIF), and its nuclear
translocation have been reported in caspase-independent neuronal apoptosis. However, it is not elucidated whether
oxidative signaling is involved in the nuclear translocation of AIF and subsequent caspase-independent apoptotic
cell death. We investigated whether oxidative signaling induces nuclear translocation of AIF and subsequent cas-
pase-independent apoptosis-associated DNA fragmentation after permanent focal cerebral ischemia (FCI).
Methods: Adult male ICR mice were subjected to permanent FCI by intraluminal suture blockade of middle cere-
bral artery. Immunohistochemistry and Western blot analysis were performed. Large-scale DNA fragmentation
was evaluated by pulse field gel electrophoresis and apoptotic cell death was quantified. Manganese tetrakis (4-
benzoic acid) porphyrin (MnTBAP), which mimics mitochondrial superoxide dismutase, was used to determine
whether the production of reactive oxygen species is required for the induction in AIF translocation. R e su l t s:
Western blot analysis showed that the nuclear translocation of AIF occurred as early as 2 hours after permanent
FCI. Immunostaining for AIF also confirmed early nuclear translocation of AIF after permanent FCI. Large-scale
DNA fragmentation was detected 8 hours after permanent FCI. MnTBAP-treatment attenuated AIF translocation
and blocked large-scale DNA fragmentation. Caspase-3 activity was similarly inhibited between the pan-caspase
i n h i b i t o r- and MnTBAP-treated mice, but the amount of apoptosis-associated DNA fragmentation in the
MnTBAP-treated mice was less than in the pan-caspase inhibitor-treated mice (P<0.001). In addition, infarction
volume was also decreased by MnTBAP. Conclusions: These results suggest that reactive oxygen species induce
the caspase-independent nuclear translocation of AIF and subsequent apoptosis-associated DNA fragmentation
after permanent FCI.
(Korean Journal of Stroke  2005;7(2): 214~223)
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서 론
활성 산소종(reactive oxygen species)은직접적으
로 세포손상을 입히거나간접적신호전달체계를통해세
포손상을 가져옴으로써, 뇌졸중을포함한 여러 중추신경
계질환에서병인론적으로중요한역할을한다[1]. 그중,
특히 과산화 음이온(superoxide anion)은세포고사
(apoptosis) 신호전달경로의활성에관여하며대뇌허혈
의중요한병태생리기전으로알려져있다[ 1 - 4 ] .
세포사멸(cell death)에는세포괴사( n e c r o s i s )와 세
포고사( a p o p t o s i s )가 있으며, 세포괴사는심한 중추 허
혈로인해미토콘드리아가 ATP 생산을 못하게되어세포
사멸을 일으키는 반면, 좀더 미약한 허혈부위( e . g .
ischemic penumbra)에는미토콘드리아와사멸막 수
용체(death-receptor pathway) 및그 신호전달 과정
들을통한 DNA 분절( f r a g m e n t a t i o n )이 일어나세포사
멸이유도된다고알려져있다[5]. 미토콘드리아는세포고
사 조절자로서의 역할을 수행하는 것으로 알려져 있으며
[6], 미토콘드리아외부막의 투과성 변화가 일어날 경우
세포고사를 일으키는 단백질들이 방출되는데, 이들은
cytochrome c 와 SMAC (second mitochondria-
derived activator of caspase)/DIABLO (direct
inhibitor-of-apoptosis protein binding protein
with low pI), 세포고사유도인자( a p o p t o s i s - i n d u c-
ing factor, AIF), endonuclease G 등이있다[7]. 그
중 c a s p a s e는 세포고사의 최종단계에작용하는데, 활성
화된 c a s p a s e에 의해 caspase-activated DNase
( C A D )가 작용하여 DNA 분절을 일으키고, 활성화된
caspase 자체도핵골격단백질을분해함으로써세포사멸
을일으키게된다[ 6 , 8 ] .
최근 c a s p a s e를 통하지않고세포고사를유도하는새
로운대체경로의존재를시사하는연구들이발표되었는데
[9,10], 여러증거들에의해 A I F가 이러한 caspase 비
의존성 경로의 핵심기폭제(key initiator)역할을하는
것으로 여겨지고 있다[11]. AIF는미토콘드리아에 존재
하는 세포고사 효과기(effector) 역할을하는 물질로 염
색질(chromatin) 응축과대단위(~50 kbp) DNA 분
절을 유도한다[6, 8]. AIF는미토콘드리아에서 핵내로
이동( t r a n s l o c a t e )함으로써, caspase 비의존성세포고
사를매개하는것으로보고되고있으며[6,12], 그증거로
c a s p a s e를억제해도 A I F의 세포고사활동은저하되지않
는것을관찰할수있다[ 6 , 1 2 - 1 5 ] .
최근 A I F의핵내이동이랫트[ 1 6 , 1 7 ]와 마우스[ 1 1 ]를
사용한일과성국소대뇌허혈, 랫트의일과성전대뇌허
혈[18], 그리고신생아랫트뇌에서 저산소증허혈유도
모델 연구[ 1 9 ]에서 증명되었다. 그러나활성산소종, 특
히 과산화음이온이 A I F의 핵내이동에기여하는지의여
부는 명확히 규명되지 않았다. 그러므로본 연구에서는
활성산소종이 A I F의 핵내이동에관여한다는 가설하에,
과산화 음이온 억제제(superoxide scavenger)인
manganese tetrakis(4-Benzoic acid) porphyrin
chloride (MnTBAP) [20]를사용하여 영구적 국소 대
뇌허혈후발생하는과산화음이온에의해 A I F가 핵내로
이동하는지 조사하였으며, 이러한A I F의 핵내 이동이
caspase 비의존성경로를 통해 일어나는지, 또한이를
통한DNA 분절현상을 일으키는지를확인하였다.
대상 및 방법
1. 영구적국소 허혈 모델
본 실험에서 모든실험동물연구방법은연세대학교의과
대학실험동물위원회의지침을준수하였으며, Association
for Assessment and Accreditation of Laboratory
Animal Care (AAALAC)의승인을받았다. 수컷ICR 마
우스( 3개월령, 35-40 g)(Daehan Biolink Co.,
Chunbuk, South Korea)를나일론 봉합사를 이용해
중대뇌동맥을 폐색(middle cerebral artery occlu-
sion, MCAO)함으로써영구적국소허혈모델을적용하
였다[3,21,22]. 안면마스크를 사용하여 20% isoflu-
r a n e과 함께질소와산소혼합기체( 7 0 % / 3 0 % )로 마우
스를 마취시켰고, 체온은heating pad 및l a m p로 3 7
±0.5 ℃를유지하였다. 대퇴동맥을천자하여혈압과동
맥혈 가스를 모니터 하였다(Roche Diagnostics,
Basel, Switzerland). 정중경부를절개하여외경동맥을
노출시킨후, 열처리로끝을무디게만든11.0 mm 길이
의 5-0 수술용나일론 봉합사(Ethicon, Edinburg,
U K )를 외경동맥을 통해 내경동맥으로 삽입하고 6-0 실
크로 단단히 고정시켰다. MnTBAP (Biomol
International, Plymouth Meeting, PA, USA)와
v e h i c l e (증류수)은허혈유도3 0분 전에뇌실내로주입
하였다.
2. 세포단백질의 분리
허혈유도후 각각 1, 2, 4, 24 시간에대조군의뇌조
직과 허혈 유도군의 병변 부위의 뇌조직을 얻어내었다.
각각의조직은용해완충액{120 mM HEPES-KOH pH
7.05, 10 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM Na-
EDTA, 1 mM Na-EGTA, 1 mM DTT, 0.1 mM
PMSF, proteinase inhibitor cocktail (Sigma, St
Louis, MO, USA), 250 mM sucrose}에서균질화시
켰고, 미토콘드리아/세포질층을 4 ℃에서1 0분 동안
7 5 0×g로원심분리 한 후 그 침전물을 다시 4 ℃에서
1 5분 동안 1 , 0 2 5×g로원심분리 하였다. 핵이포함된
침전물을얼음에서1 5분 동안둔다음, 완충액으로재부
유 시켜4 ℃에서2 0분 동안 1 6 , 0 0 0×g로원심분리하
여 핵 분획으로사용하였다. 미토콘드리아침전물을얻기
위해상층액을 4 ℃에서1 5분 간 1 0 , 0 0 0×g로원심분
리한 후, 미토콘드리아침전물을 3% Ficoll 용액( 1 2 0
mM mannitol, 30 mM sucrose, 25 M EDTA)에녹
이고, 6% Ficoll용액(240 mM mannitol, 60 mM
sucrose, 50 M EDTA)으로농도구배 후, 다시상층액
을 채취하여 4 ℃에서2 5분 동안 1 6 , 0 0 0×g로원심분
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리하여 미토콘드리아 분획으로 사용하였다[ 1 8 , 1 9 , 2 4 ] .
단백질정량은 Bradford protein assay (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) 방법을이용하였다.
3. Western blot analysis
단백질은6% polyacrylamide gel에서전기영동으로
분리하고, polyvinylidene fluoride (PVDF) 막에옮긴
후, 16시간동안 3% skim milk (10 mmol/L Tris,
pH 8.0, 150 mmol/L NaCl, 0.1% Tween-20)로
blocking 하였다. 그후 일차항체로 1 : 2 0 0으로희석한
goat anti-AIF polyclonal antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)로실온에서
1시간 동안반응시킨후, 3% skim milk에2시간동안
blocking 시켰다. 막을horseradish peroxidase-
linked anti-goat IgG와반응시켰고, ECL plus kit
(Amersham International, Buckinghamshire,
E n g l a n d )를 이용하여 필름에 감광시킨 다음 I m a g e
analyzer LAS-1000 plus (Fuji Film Co., Tokyo,
Japan) 및TINA 2.0소프트웨어(Raytest Isotopen-
messgerate GmbH, Straubenhardt, Germany)을
사용하여정량하였다[ 1 8 , 1 9 , 2 4 ] .
4. 면역조직화학염색
U r e t h a n e으로마취한후 10 U/mL 헤파린이첨가된
생리식염수와 3.7% 포름알데히드를심장을통해관류시
키고, 뇌를적출하였다. 적출한뇌를3.7% 포름알데히드
에 고정시킨 후, vibratome으로50 ㎛두께의 절편을
만들어 면역조직화학염색을 실시하였다[26]. 내재성
p e r o x i d a s e는 pho phate-buffered saline (PBS,
pH 7.4)에0.3% Triton X-100과0.65% NaN3, 1%
의 H2O2로 3 0분간반응시켜제거하였다. 비특이적면역
반응을차단하기위해6 0분동안2 0 %의rabbit serum
에 반응시킨후, 일차항체인 1:200 anti-AIF로4 ℃에
서 1 6시간 반응시켰다. Vectastatin Elite ABC Kit
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)를사
용하여 면역반응을 시행하였고 d i a m i n o b e n z i d i n e
(DAB; Sigma)으로발색시켰으며, methyl green으
로 핵 대조염색을 실시하였다.
AIF 핵내이동을확인하기 위해 마우스 n e u r o n - s p e-
cific nuclear protein (NeuN; Chemicon,
Temecula, CA, USA)과goat polyclonal anti-AIF로
이중형광염색을실시하였다. NeuN의형광표지반응을
위해 단일항체 kit (DAKO ARK kit; Dako,
Carpinteria, CA, USA)를사용하여 비특이적 면역 반
응차단과정과바이오틴화과정을실시하였다. AIF의형
광 표지 반응을 위해 위의 방법으로 AIF 염색 실시 후
a v i d i n이 연결된 fluorescent avidin DCS (50 ㎍
/mL; Vector Laboratories)와C yT M 3가 연결된
1:200 anti-goat IgG (Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA, USA)로실온에서 1시간 동안반응시
켰다. 이후슬라이드에 올려 LSM510 confocal laser
scanning 현미경(Carl Zeiss, Thornwood, NY,
U S A )으로관찰하였다.
5. in situ 과산화음이온 라디칼 검출
허혈후 발생하는과산화음이온을확인하기위해허혈
후 4시간에 oxidized hydroethidine (HEt) 검출법을
사용하였다[2,21,22,26]. HEt (Molecular Probes)
를 dimethylsulfoxide (DMSO)에100 mg/mL로용
해시킨 후 P B S완충액으로 1:100 비율로희석시켰다.
ICR 마우스를희생시키기1시간 전에200 ㎕H E t을정
맥 내 주입하고심장을통해 10 U/mL 헤파린이첨가된
생리식염수와 3.7% 포름알데히드로관류한 후 뇌를 적
출하였다. 3.7% formaldehyde로1 6시간동안4 ℃에
서 고정시킨다음v i b r a t o m e을 사용하여 50 ㎛의두께
로 절편을만들었다. 조직절편이준비된즉시뇌 절편을
유리판위에올리고현미경으로관찰하였다. 핵대조염색
은 Hoechst 33258 (Molecular Probes)을사용하였
다. Oxidized Het의발현강도와패턴분석을위해 c o m-
puterized digital camera system 형광현미경( E x =
510-550 nm, Em>580 nm; BX51, Olympus,
Tokyo, Japan)을사용하였고 이미지 분석 프로그램으
로 분석하였다(MetaMorpho imaging, version 5.0;
Molecular devices, Downington, PA, USA)[3,26].
6. Pulse Field Gel Electrophoresis
A I F에 의해 유발되는 대단위 D N A분절현상( l a r g e -
scale DNA fragmentation) 여부를조사하기 위해
Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE)를시행하였
다. 마우스를우레탄으로마취시킨후적출한뇌의병변부
위를얼음상에서분리하였다. 대조군으로는정상대조군의
뇌 조직을 사용하였다. Chromosomal DNA 표본을
agarose plug에준비한 후 CHEF Mammalian
Genom c DNA Plug kit (Bio-Rad Hercules, CA,
U S A )를 사용하여 P F G E를 시행하였다[25]. Kit 내의세
포현탁완충액으로균질화시킨조직(15~20 mg)은5 0
℃의2% low melting point (LMP) agarose와혼합하
여주형에옮겨agarose plug를만들었다. 이p l u g를5 0
℃, 1 mg/mL proteinase K 용액에서1 6시간정체반응
시켰다. 단백질이제거된D N A만들어있는agarose plug
를완충액으로씻어내고w e l l에넣은후 LMP agarose로
밀봉했다. PFGE는 CHEF-DR III Pulse Field
Electrophoresis Systems (Bio-Rad)를사용하여실시
하였다. DNA 조각들은1.2% agarose gel에14 ℃ 서
1 7시간동안전기영동하여분리했다. 범위강도는전 1 8 0
V, 후120 V이고선형램프에서시작과마지막 변환시간
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은 0 . 1 ~ 1 0초로 설정했다. Gel은ethidium bromide
( E t B r )로염색하여U V로관찰하였다.
7. MnTBAP 처리
생성된과산화물제거를위해50 ㎍/㎕의MnTBAP 를
MCAO 30분전에 뇌실 내로 주입하였다( 2㎕, medio-
lateral=1.0 mm; anteroposterior=0.2 mm;
dorsoventral=3.1 mm). 실험군은M n T B A P를 주입
하고대조군은v e h i c l e을주입하였다.
8. Caspase-3 활성측정
Caspase-3 활성측정을위해서 활성화된 c a s p a s e - 3
에 의해 기질의 N - a c e t y l - A s p - G l u - V a l - A s p - A F C
(DEVD-AFC) 절단부위를 특이적으로 인식하여 생물학
적 발광을 내는 E L I S A시약(Oncogene, San Diego,
CA, USA)을 사용하였다. 세포질표본은 Western blot
분석에서시행한방법과동일한방법으로준비하였고, 활
성 측정을위해20 ㎍의단백질을사용하였다. 단백질을
k i t내에 제공된 caspase buffer E (20 mM HEPES,
pH 7.4, 50 mM NaCl, 0.2 mM EDTA, and 4 mM
d i t h i o t h r e i t o l )로 용해시킨후 37 ℃에서4 5분 동안반
응시켰다. 형광은luminescence spectrometer
SL50B (Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA)(exci-
tation/emission: 400/505 nm for AFC)를사용하
여측정하였다.
9. Caspase inhibitor 처리
Pan-caspase inhibitor인N - B e n z y l o x y c a r b o n y l
-val-ala-asp-(O-methyl)-fluoromethyl ketone (z-
VAD.fmk; Sigma)를5 ㎕ Hamilton syringe
(Hamilton, Reno, NV, USA)를사용하여 뇌실(2 ㎕,
mediolateral=1.0 mm; anteroposterior=0.2
mm; dorsoventral=3.1 mm)로MCAO 30분 후에
주입하였다. 실험군은z-VAD.fmk (125 ㎍/㎕)를
0.3% DMSO에 녹여 주입하고 대조군은 v e h i c l e로
0.3% DMSO를 주입하였다[ 2 3 ] .
10. AI F와 DNA 분절현상을 분석하기 위한
이중형광 염색
A I F의 면역조직화학염색은앞서기술된방법으로실시
하였고, DNA분절의형광 표지를 위해 f l u o r e s c e n t
isothiocynate (FITC)가결합된 1:200 anti-goat
IgG (Jackson Immunoresearch)로실온에서 1시간
동안반응시켰다. PBS로씻어낸조직은50 ㎕t e r m i n a l
deoxynucleotidyl transferase-mediated uridine
5’-triphosphate biotin nick-end labeling
(TUNEL) 반응혼합액(terminal deoxynucleotidyl
transferase and fluorecein-dUTP; Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN, USA)으로37 ℃의
어두운 곳에서 6 0분 동안 반응시켰다. Vectashield
(Vector Laboratories)를사용하여봉입하고L S M 5 1 0
confocal laser scanning 현미경(Carl Zeiss)으로관
찰하여분석하였다.
11. 세포고사정량
세포고사시에나타나는 DNA 분절현상을 정량하기위
해 histone 단백연관 DNA 조각들에 대해 특이적인
E L I S A시약(Cell death detection kit, Roche
D i a g n o s t i c s )을 사용하여 세포고사에 의해 생성된
oligo-DNA 조각들을검출하였다[23]. 표본들은병변부
위와 대조 부위의 중대뇌동맥 구역 전체를 얻어내었다.
각 시간대별 신선한 뇌 조직을 분리하고, 5배의차가운
균질화완충액(50 mM KH2PO4, 0.1 mM EDTA, pH
7 . 8 )과 Teflon homogenizer로균질화 한 후 7 5 0×g
에서 1 0분 동안 원심분리 하였다. 상층액을분리해서
1 0 , 0 0 0×g에서2 0분 동안 s p i n한 후 1 0 0 , 0 0 0×g로
4 ℃에서6 0분 동안원심분리하였다. 다시세포질에해
당되는상층액을얻어낸후 kit 내에제공된방법에따라
E L I S A를사용하여측정하였다.
12. 뇌경색크기 측정
V e h i c l e (증류수) 투여군과MnTBAP 투여군으로 나누
어 비교하였으며, 투여후 1 5분 지나 M C A O를 시행하여
영구적 국소허혈을 유도한 후, 24시간째에마우스를 희
생시켜 뇌를 적출하였다. 적출한뇌는 brain matrix를
이용하여전두부에서부터2 mm 두께로잘라관상절편
화하였다. 각각의절편을 2% 2,3,5-triphenyltetra-
zolium chloride (TTC)에담가 37 ℃ 서1 5분간배
양하여 염색하였으며, 평판스캐너를 이용하여 1 2 0 0
d p i로 스캔 한 후, MetaMorpho imaging (version
5.0; Molecular devices)을이용하여 뇌경색 면적과
두께를곱하여부피를구하고, 이를경색부위대뇌반구
부피와비교하였다[ 2 2 , 2 4 ] .
13. 통계학적분석
데이터들은 m e a n±S D로 표현하였다. 여러집단간의
통계학적 비교는 A N O V A를 사용하였고, 두집단간의차
이는 t - t e s t를 통해 실시되었으며(StatView; SAS
Institute Inc, Cary, NC, USA), p<0.05, p<0.001을
유의한것으로판정하였다.
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결 과
1. 생리학적자료
체온, 혈압및 동맥혈가스분석결과, ICR 마우스에서
FCI 이전과이후, 그리고MnTBAP 처리군과 비 처리군
간의생리학적 자료에유의한 차이가 없음을 보여주었다
(Table 1).
2. 영구적국소 대뇌 허혈 유도 후 A I F의 핵내 이동
Western blot 분석에서A I F는 영구적 MCAO 1시간
후부터병변부위의핵과미토콘드리아에서~67kDa 분
자량의 위치에서 확인되었으며. 대조부위의 세포핵에서
는 거의 검출되지 않았다(Fig. 1A). AIF의핵내 농도는
허혈유도후 4 시간과24 시간에서더욱증가되었는데
시간에 따른핵내 A I F의 증가는통계학적분석으로유의
성이있었다(optical density(OD): Ctr, 0.8±0.2; 1
h, 8.0±0.37; 2 h, 11.87±0.38; 4 h, 14.75±
0.4, 24 h, 28.87±0.79; ANOVA, p<0.001)(Fig.
1A). 이와대조적으로 미토콘드리아 A I F는 대조 부위와
병변부위모두에서검출되었지만, 병변부위에서는영구
적허혈유도후 1, 2, 4 시간에서는감소하다가24 시간
에서는 다시증가하였다. 미토콘드리아A I F는 대조부위
와비교했을때, 영구적국소대뇌허혈후2 시간과4 시
간에서유의하게감소되는것으로나타났다. 그러나대조
부위와비교했을때 허혈유도후 24 시간에서는현저히
증가되었다(OD: Ctr, 25±0.95; 1 h, 20.25±1 . 2 5 ;
2 h, 17.25±0.95; 4 h, 14.50±1.29; 24 h,
3 1 . 2 5±2.67; ANOVA, p<0.001)(Fig. 1A).
3. AIF의면역형광 염색으로 A I F의
핵내 이동현상 확인
영구적국소허혈유도후병변부위의피질부에서 A I F의
핵내이동을확인하기위한면역조직화학염색에서, 대조군
에서는 A I F의핵내면역활성이거의검출되지않았으나병
변부위에서는허혈후시간의경과에따라 A I F의 핵내면
역활성이점차적으로증가하는것이관찰되었다(Fig. 1B).
A I F와NeuN 이중형광염색에서는대조부위에서는A I F의
면역형광활성이미토콘드리아가위치하는세포질내에서만
점상으로약하게염색되어나타나는반면(Fig. 1C1 - 3), 병
변 부위에서는 AIF 면역형광활성이N e u N양성세포핵내
에강하게염색되는것이 관찰되었다(Fig. 1C4 - 6) .
4. MnTBAP 처리군에서의과산화 음이온 생산의 억제
과산화음이온은세포질에서oxidized HEt가적색입
자 형태로관찰되는데(Fig. 2A, arrow heads), 영구적
허혈 유도 후 4 시간에서vehicle 처리군의허혈부위에
서는 정상부위에 비해 산화 H E t가 현저히 증가된 반면
(Fig. 2B), MnTBAP를처리한군(Fig. 2D)의병변부위
산화H E t는정상부위(Fig. 2C)에비해별로증가하지않
아 M n T B A P처리군과vehicle 처리군사이에 의미있는
차이를 보였다(OD: vehicle, 0.68±0.03; MnTBAP,
0 . 3 3±0.05; unpaired t-test, P <0.001).
5. MnTBAP 처리군에서의 A I F의 핵내 이동 감소
영구적 허혈 유도 4시간 후에, MnTBAP 처리군과
vehicle 처리군(Fig. 3A)에서Western blot분석을통
해 AIF 단백질발현을비교하였다. MnTBAP 처리군에서
는 AIF 핵내이동이vehicle 처리군에비해현저히감소
하였다(OD: vehicle, 11.92±0.94; MnTBAP, 2.60
± 0.27; unpaired t-test, P < 0.001)(Fig. 3A). 반
대로, 미토콘드리아내의A I F는 MnTBAP 처리군에서 증
가를 보였다. 비허혈조직에서의AIF 핵내 이동은
MnTBAP 처리군과 vehicle 처리군간에거의 차이가없
었다(data not shown).
또한영구적 허혈유도 후 4 시간에서면역조직화학염
색을통한 AIF 핵내활성을 비교하였는데, MnTBAP 처
리군이 vehicle 처리군에비해 병변 부위에서의 핵내
AIF 면역활성반응이감소된것이관찰되었다(Fig. 3B).
6. 영구적국소 허혈 후 MnTBAP 처리군에서의
대단위 DNA 분절현상억제
영구적 허혈 후 8 시간부터~50kbp 크기의대단위
DNA 조각들이 P F G E에서검출되었으며, 허혈후 14 시
간과 24 시간에서현저히 증가되었고(Fig. 4A), 이러한
대단위 DNA 분절현상은 대조군에서는나타나지않았다.
대단위 DNA 분절현상은 MnTBAP 처리군에서는 나타나
지않았고, 이는vehicle 처리군과는대조를보였다( F i g .
4 B ) .
7. Caspase와독립적 경로를 통한 AIF 핵내 이동과
세포고사
Western blot 분석을통해 vehicle 처리군과c a s-
pase 저해제인z-VAD.fmk 처리군에서AIF 발현양은
별다른 차이가 없음을 알 수 있었다(OD: vehicle,
1 1 . 6 2±0.69; z-VAD.fmk, 11.16±0.82, NS) (Fig.
5A). 영구적허혈유도24 시간후에 A I F와 TUNEL 이
중면역조직화학염색을실시하였는데(Fig. 5Ba), 허혈부
위에서 TUNEL 양성세포와 AIF 양성세포들은 대부분
일치를 보였다(Fig. 5Ba3, arrow heads). Vehicle,
z-VAD.fmk, MnTBAP의서로 다른 세 가지 조건에서
영구적허혈유도24 시간후나타나는 caspase-3 활성
과 DNA 분절현상을 관찰하였는데, z-VAD.fmk와
MnTBAP 처리군에서 vehicle 처리군에비해 c a s p a s e -
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Table 1. Summary of the selected physiological variables of the ICR mice, measured at the time of baseline (before MCAO),
ischemia (after MCAO), and before and after MnTBAP treatment. There were no statistically different parameters among
the groups. Abbreviations: MCAO, middle cerebral artery occlusion; MnTBAP, manganese tetrakis (4-benzoic acid) por-
phyrin. n = 4~5 per each group
ICR MnTBAP treated ICR
Mean value ± SD Mean value ± SD
Before MCAO Before MnTBAP treatment
pH 7.4 ± 0.1 7.5 ± 0.1
PCO2(mm Hg) 29 ± 5 28.0 ± 2.0
PO2(mm Hg) 153.5 ± 4.5 169 ± 9.0
BP 83.6 ± 6.5 79.9 ± 7.1
Temperature(℃) 36.8 ± 0.3 37.1 ± 0.7
After MCAO After MnTBAP treatment
pH 7.4 ± 0.1 7.5 ± 0.1
PCO2(mm Hg) 29.5 ± 6.5 24.8 ± 1.2
PO2(mm Hg) 166.3 ± 6.4 165.2 ± 5.8
BP 87.3 ± 5.7 75.6 ± 5.5
Temperature(℃) 37.0 ± 0.2 37.5 ± 0.4
Figure 1. Western blot analysis, immunohistochemical staining, and double labeling immunofluorescence with AIF and NeuN after
permanent FCI. (A) Western blot analysis of AIF confirmed successful separation of nuclear and mitochondrial fractions and early
nuclear translocation of AIF. Histone and COX were used as the internal controls in the nuclear and mitochondrial fractions each.
(B) Immunohistochemistry revealed a time-dependent increase of AIF nuclear translocation. Scale bar = 50 ㎛. (C) Double labeling
immunofluorescence with AIF and NeuN at 4 hours after permanent FCI. AIF (C1), NeuN (C2), and combined AIF and NeuN (C3)
in the non-ischemic cortex were shown respectively. AIF (C4), NeuN (C5) and combined AIF and  NeuN (C6) immunohistochem-
istry in the ischemic cortex after permanent FCI were revealed also. AIF immunoreactivity was intensely visible in the nucleus at 4
hours after permanent FCI (arrow heads). FCI, focal cerebral ischemia; AIF, apoptosis inducing factor; NeuN, neuron-specific
nuclear protein; Mito-, Mitochondrial; Ctr, control. Scale bar = 20 ㎛. 
A
C
B
3 활성이현저히 감소됨을 알 수 있었다(OD: vehicle,
4 4 5 . 7 0±15.10; z-VAD.fmk, 276.30±1 3 . 3 0 ;
MnTBAP, 287.00±10.00; ANOVA, p<0.001)(Fig.
5Bb). 하지만, z-VAD.fmk 처리군과MnTBAP 처리군
간의 caspase-3 활성도비교는별 차이가없었다. 세포
고사 정량법을 통해 나타난DNA 분절현상의 정도는
vehicle 처리군에비해z-VAD.fmk 처리군과M n T B A P
처리군에서 현저히 감소되었다(OD: vehicle, 515.00
±58.00; z-VAD.fmk, 399.00±31.80; MnTBAP,
2 3 6 . 0 0±49.00; ANOVA, p<0.001)(Fig. 5Bc). 또
한 MnTBAP 처리군에서 DNA 분절현상은 z - V A D . f m k
처리군에 비해 의미 있게 적은 것으로 나타났다
(P<0.001). TTC staining을통해M n T B A P와 v e h i c l e
처리군간에 뇌경색의 차이를 비교하였는데(Fig. 5C),
MnTBAP 처리군에서 뇌경색크기가의미있게감소함을
알 수있었다. (㎣: vehicle, 92.28±14.85; MnTBAP,
3 6 . 1 6±1.21; unpaired t-test, p<0.001)
고 찰
본 실험을통해저자들은활성산소종, 특히과산화음
이온이영구적 국소대뇌허혈모델에서 caspase 비의
존성 A I F의 핵내 이동을 유도하며, 이로인한 세포고사,
즉 DNA 분절현상을 일으키는 것을 최초로 확인하였다.
결과를요약하면, 첫째, 영구적국소대뇌허혈2시간후
부터미토콘드리아분획에서 A I F의양이감소되면서반대
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Figure 2. Representative photomicrographs showing the pro-
duction of superoxide radicals by the detection of oxidized
HEt in both the MnTBAP- and vehicle-treated mouse brain at
4 hours after permanent FCI. Perinuclear expression of oxi-
dized HEt signals (arrow heads) is shown in the contralateral
nonischemic brain (A), whereas profound increase of oxidized
HEt signals in the cytosol are observed in the ischemic brain
of vehicle-treated mice brain (B). Expression of oxidized HEt
signals is barely detected in nonischemic brain (C), whereas
slightly increased cytosolic expression of oxidized HEt signals
is observed in ischemic brain of MnTBAP-treated mice (D).
MnTBAP, manganese tetrakis (4-benzoic acid) porphyrin;
HEt, hydroethidine. Scale bar = 20 ㎛. 
Figure 3. Inhibition of AIF translocation after MnTBAP treat-
ment. (A) Comparisons of AIF expression between MnTBAP-
and vehicle-treated mice by Western blot analysis showed
decrease of AIF nuclear translocation by MnTBAP. (B)
Immunohistochemistry after permanent FCI revealed signifi-
cant reduction of AIF expression in MnTBAP-treated mice.
Scale bar=50 ㎛.
A
B
로 핵 분획에서는 증가하는 것을 보여주었다(Fig. 1A).
이는 면역조직화학염색과 A I F와 NeuN 이중면역형광염
색을 통해서도 확인할 수 있었다(Fig. 1B, C). 둘째,
M n T B A P를 처리한 군에서 영구적 국소대뇌 허혈로 인
한 과산화 음이온의 생산이 감소됨을 oxidized HEt 감
소를통해입증하였다(Fig. 2). 셋째, 허혈후 A I F의핵내
이동은 M n T B A P를 처리한군에서유의하게감소함을확
인하였다(Fig. 3). 이는과산화음이온이 A I F핵내이동을
유도한다는 명확한 증거라 할 수 있다. 넷째, vehicle을
투여한 대조군에서는 영구적 국소 대뇌 허혈 2 4시간 후
발생하는 대단위 DNA 분절현상이 많이 관찰되었고,
MnTBAP 처리군에서는 이러한현상이 차단됨을 P F G E
를 이용하여입증하였다(Fig. 4). 마지막으로A I F의핵내
이동이 pan-caspase 저해제인z - V A D . f m k에 의해 억
제되지 않음을 정량적으로 밝혔으며 이는 A I F가 c a s-
pase 비의존성 경로임을 시사하는 결과이다. 또한z -
VAD.fmk 처리군과MnTBAP 처리군 모두비슷한정도
의 c a s p a s e활성도감소라는결과를보였지만, 영구적국
소허혈이후z-VAD.fmk 처리군보다 MnTBAP 처리군
에서 DNA 분절현상이 유의하게 감소되었다. 또한
MnTBAP 처리군에서는 뇌경색크기를줄이는것을확인
하였다(Fig. 5). 위의결과들을 볼 때 영구적대뇌 국소
허혈 후 발생하는 과산화 음이온에 의해, 세포고사초기
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Figure 4. Representative photographic findings of large-scale
DNA fragmentation using PFGE after permanent FCI and
comparison between MnTBAP- and vehicle-treated mice. (A)
Large-scale DNA fragmentation (mainly 50 kbp) was shown
as early as 8 hours after permanent FCI. (B) The large-scale
DNA fragmentation was blocked in the MnTBAP-treated mice
at 24 hours after permanent FCI. PFGE, pulse field gel elec-
trophoresis; M, marker; ctr, control.
Figure 5. Western blot analysis, immunofluorescent staining,
and TTC staining. (A) Nuclear translocation of AIF was not
different between z-VAD.fmk- and vehicle-treated mice 4
hours after permanent FCI in Western blot analysis. (Ba)
Immunofluorescent double-staining for AIF and TUNEL dis-
closed colocalization of AIF and TUNEL 24 hours after per-
manent FCI. AIF-positive cells (Ba1), TUNEL-positive cells
(Ba2), combined AIF and TUNEL (Ba3), and high magnified
result (Ba4). Colocalization of  nuclear AIF and TUNEL-posi-
tive cells (arrow heads). Scale bar = 20 ㎛. (Bb) Comparison
of caspase-3 activity (*P < 0.001) and apoptosis-associated
DNA fragmentation by cell death assay (Bc) 24 hours after
permanent FCI among the vehicle-, z-VAD.fmk- and
MnTBAP-treated mice. (C) TTC staining of vehicle- and
MnTBAP-treated mice showed significant decrease of infarc-
tion volume by MnTBAP-treatment, compared with vehicle-
treatment. z-VAD.fmk, N-Benzyloxycarbonyl-val-ala-asp-(O-
methyl)-fluoromethyl ketone; TUNEL, terminal deoxynu-
cleotidyl transferase-mediated uridine 5'-triphosphate biotin
nick-end labeling; TTC, 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride.
Scale bar = 4 mm. 
A
A
B
B
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에 A I F가 미토콘드리아로부터 핵내로 이동하여 대단위
DNA 분절현상의 발생을유발하는것을확인할수있다.
이번실험에서는활성산소종, 특히과산화음이온의감
소가 A I F의 핵내이동을 상당히 억제함을보여주고있는
데, 이는최근 peroxynitrite [25]나신경 독소[ 2 7 ]가
처리된 신경 세포 배양 연구, 그리고U V에 의해 유도된
세포사멸연구[28] 등과같은여러in vitro실험에서A I F
의핵내이동이활성산소종에의해유도된다는사실과부
합하는것이다. 활성산소종이 AIF 핵내이동을유도하는
기전은 아직 정확히 알려져 있지 않으나, 한가지가능한
가설은 유리기(free radical)가미토콘드리아 m e m-
brane permeability transition (MPT)을활성화시키
고, 활성화된M P T는 미토콘드리아외막을터뜨려 A I F와
같은 물질들을 방출시킨다는 것이다[2,12,28]. 또다른
가설은 활성 산소종이 cytochrome c와같은 세포고사
친화(proapoptotic) 물질의redox 상태를변화시킴으로
써 A I F의 분비를촉진하는것으로설명하고있다[29]. 또
한 Bcl-2 superfamily인B I D나 B A X들은 세포고사를
촉진하는물질로잘알려져있는데, 이들은p 5 3이매개하
는 신경세포사멸에 있어 AIF channel을형성하며[ 1 5 ]
herpes simplex 바이러스를이용해B c l - 2를t r a n s f e c-
t i o n시키면, AIF 핵내이동을차단하는것으로알려져있
다[17]. 활성산소종은이러한B I D나 B A X를통하여 A I F
이동을조절하는것으로보고되고있다[ 3 0 ] .
이번 연구에서 영구적 국소 대뇌 허혈 2 4시간 후
TUNEL 양성세포와 AIF 양성세포들은 대부분 일치를
보였는데(Fig. 5Ba), 이러한결과는외상성뇌손상[ 2 5 ]
이나 일과성 국소허혈[22], 저산소성뇌허혈[19] 후에
핵내 AIF 양성을보이는 뇌신경세포가 TUNEL 양성을
보였다는이전보고들과 일치하는것이며, 아마도A I F의
핵내이동이신경세포고사기전에관여한다는것을시사한
다. 또한이번 연구는 z-VAD.fmk 와M n T B A P를 각각
처리한군에서 caspase-3 활성도억제의차이가없음에
도불구하고, MnTBAP 군에서 z - V A D . f m k에 비해세포
고사가 유의하게 적음(Fig. 5Bb-c)을보여주고 있는데,
이는과산화음이온이 caspase 의존성경로뿐만아니라
caspase 비의존성경로를통해세포고사를유도함을보
여주고 있다. 더욱이M n T B A P를 처리함으로써 뇌경색
크기를 감소시킬 수 있었는데, 이는과산화 음이온을 차
단함으로써 국소대뇌허혈에서뇌경색크기가감소한다는
이전보고들과도일치한다[22,24]. AIF가e n d o n u c l e-
ase G와같은n u c l e a s e들을활성화시키며[6,7], CAD
가 2단계세포고사를유발하기위해서는 A I F가 관여하는
1단계세포고사과정이필요하다는최근보고[ 1 3 ]는핵내
A I F가 세포고사에서의일련의과정들을효과적으로촉진
시킬 것이라는 추측을 가능하게 한다. 따라서본 연구에
서처럼 M n T B A P를 투여하여활성산소종을감소시키면,
A I F의 핵내 이동을 통한 활성이 차단되어 e n d o n u c l e-
ase G와같은 n u c l e a s e들을 불활성화시키고, 이는
caspase 비의존적방법으로 nucleosomal DNA 분절
화를감소시키는결과를초래한다.
결론적으로, 이번연구를 통해활성산소종, 특히과산
화음이온은영구적국소대뇌허혈이후에발생하는c a s-
pase 비의존성 AIF 핵내이동과그에따른DNA 손상을
유도함을 밝혔다. 또한M n T B A P에 의한 과산화 음이온
억제가 caspase 의존성세포고사경로뿐만아니라 c a s-
pase 비의존성 세포고사 경로를 차단하여 허혈에 의한
세포고사를 예방하고 뇌경색을 감소시킴을 보임으로써,
향후세포치료에응용할수있는가능성을시사하였다.
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